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NitlicoxideMuctasewasisolatedfiPomthemembranefractionofadenitlifyingbacteIium，
Pn7zzcoccLM2aJodC"ir7(ﾉｱcα"８，inthepresenceof〃dodecylβDmaltoside．Ａ１℃lativelysimpleand
effectiveproceduretopurifyNOreductaseusingDEABToyopeallandceramichydroxyapatite
chromatographieshasbeendeveloped・Theenzylneconsistedoftwosubunitswithmolecularmasses
of20and42kDaassociatedwiththec-typehemｅａｎｄｔｗｏ６－ｔｙｐｅｈｅｍｅｓ,respectivelyTheoptical
andMCDspectraoftheoxidizedandlCducedenzymesmdicatedthatthehemecisinthelow-spin
stateandthehemes6ａｌＣｍｔｈｅｈｉｇｈ－ａｎｄｌｏｗ－ｓｐｉｎｓｔａtesTheEPRspectrumalsoshowedthe
presenceofahigh-spincoInponentandtwolowspincomponents・Ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａｎｅｘｔｒａｉｒｏｎ
ｗａｓｓｕｇgestedfromatolnicabsorptionspectroscopy・Oneoftheextrasignalsat8＝４３ａｎｄ２．００
mightcomefromanon-hemeiron，whilefbmersignalismoreprobabletooliginateinan
adventitiousironlfthe8＝２．００signalisdeIivedfromanon-hemeironotherthananiron-sulfUr
center,itdoesnotseemtobeinanonnalcircumstance・WhenCOactedonthereducedenzyme,both
ofthelow-spinheIneswerenotaffected,ｂｕｔｔｈｅｈｉｇｈｓｐｉｎｈｅｍｅｔｕｍｅｄｔｏｂｅinthelowspinstate，
indicatingthatthelattertypeofhemecenteristheactivesite・WhenNOwasactedonthereduced
enzyｍｅ,theopticalandMCDspectrashowedthatthetwospinhemecentersarepartlyintheoxidized
state・Thisindicatesthatthelowspinhemecentersfilnctionastheelectronmediators・
ThestrucnⅡalgenesfbrtheNOIBductasemHzlncocczLF/zαわ〔ﾒe7zjか坂αz"８，〃orC,and〃o'Ｂｗｅｒｅ
－１０９－
sequencedThe〃ｏｒＣａｎｄ〃o旧encodethecytochromecsubumtandcytoclmmebsubunit，
IEspectively・Thematurecytochromecsubunit(17258,a,１４８residues)hasahelnecbindingmotif，
CXYCHandamembraneanchorregion、His65andMetll5aletheaxialligandｓｆＯｒｈｅｍｅｃＴｈｅ
ＮｏｒＢ（52337,a,４５１residues)hastwelveputativetrans-membranehelices・Theanchorlegionof
NorCisassumedtolocateatthepositionwhereTMIinthesubunitnofCOXispresent、Several
histidineandglutamateresidueswereidentifiedasligandsfＯｒｔｗｏｈｅｍｅｓ６ａｎｄａｎｏｎ－ｈｅｍｅｉｒｏｎｍ
ｃompansonwiththesequenceofcytochromecoxidase・Twomodelsaleproposedasthestructure
ofthenon-hemeironsite・Oneisthesix-coordinatedoctahedralstructureandanotherthe
five-coordinatedsquarepyranndortligonalpyranndstructure．
(NOリダクターゼの精製法の確立とその分子的､分光学的性質）
細菌の中には酸素の利用できない条件下､硝酸塩(あるいは亜硝酸塩)を用い､シトクロムから
なる電子伝達系の関与のもと､有機化合物を酸化し､ATPを合成する｡このようなエネルギー獲得
過程は硝酸塩呼吸(nitraterespiration)と呼ばれ､多くの場合､Ｎ２またはN20とじて細胞外に放出
されるので､脱窒(denitrification)と呼ばれる。脱窒菌の脱窒過程(NO3--＋ＮＯ２~→Ｎ○→
Ｎ２○)には､硝酸塩還元酵素､亜硝酸塩還元酵素､￣酸化窒素還元酵素､亜酸化窒素還元酵素
の4種の金属酵素が関与する。一酸化窒素還元酵素（Nitricoxidereductase、ＮＯリダクター
ゼ)は統合型膜タンパク質であり､2分子のＮｏからＮ２Ｏを生成する。
その酵素の構造と活性発現機構の解明のため、その精製法を確立した。ＮＯリダクターゼの
精製に適した菌体と界面活性剤を検索したところ､ParacoccushaﾉodenjtrjfYcansの菌体膜成分を
ドデシルマルトシドで可溶化した場合､その活性は膜上に存在する時の２５倍､上昇することが判
明した｡ドデシルマルトシド存在下､DEAEToyopearlおよびBio-ScaleCHT20Iセラミックヒドロキ
シアパタイトカラムを用いて､その酵素をPAGE上､単一になるまで精製することができた｡その酵素
は､SDSPAGE上20および４２kDaの2種のサブユニットから構成され､前者は共有､後者は非共
有結合したへムを含むことがわかった｡SDSPAGEのCBBR250による染色の結果､またその分子
のプロテインシーケンサーによる個々のアミノ酸の回収率より､そのサブユニット構造は異なったシ
トクロームからなるヘテロダイマーであることが判明した｡ピリジンフェロヘモクロームスペクトルか
らそのNOリダクターゼはシトクロームcサフミユニットおよびシトクロームｂサブユニットから構成され
ることがわかり､そのへム構成比はヘムｃ：ヘムｂ＝１：２であった｡また､l分子あたり1個の非ヘ
ム鉄が存在している。
吸収スペクトルおよびMCDスペクトルから､ヘムcは低スピン､2個のヘムｂはそれぞれ高スピン
と低スピン状態にあることが判明し､EPRスペクトルからもまた､それらのへムが高スピン状態(g上
＝６０)と2つの低スピン状態(g…＝2.96,2.26,146,9`＝3.59)にあることがわかった｡非へム
鉄はｇ＝2.00にEPRシグナルを与えると推測されたが､これは極めて珍しいことである。還元体に
COを作用させ､ＭＣＤスペクトルを測定したところ､2つの低スピンヘムは影響を受けないのに対し
て､高スピンヘムは低スピン状態へと変化することがわかった｡またNOをその還元体に作用させた
－１１０－
場合､２つの低スピンシグナルは一部酸化
され､そのシグナル強度が減少した｡以上
の結果から､ヘムcおよび低スピンヘムｂ
は電子伝達に関与し､残りの高スピンヘム
bは反応中心であると推定した(図l)。
⑧
図１ＮＯリダクターゼの持つ各ヘムの機能への関与の推定
(NOリダクターゼをコーける領域とそのシトクロームオキシダーゼとの相同性）
PaModen伽ficansのNO1ノダクターゼ構造遺伝子であるnorCnorB,norQの塩基配列を決定
した｡norC､norBはそれぞれ､そのシトクロームcサブユニットとシトクロームｂサブユニットをコード
する｡norQはPseudomonasstutzerjとPSaeruginosaのnjrQと高い相同性を持つ｡酸素非存在下、
転写を活性化するDNA結合タンパクFnrの認識配列がプロモータ領域に存在している｡norCの翻
訳後修飾により､Ｎ末端のフォルミルメチオニンが取り除かれ､シトクロームcｻﾌﾐﾆLﾆｯﾄのアミノ酸
配列はアラニンから開始する｡成熟型シトクロームcサブユニツトは148残基からなる17.3kDaの
タンパク質であり､その－次構造上にへムc結合モチーフ配列CXYCHが存在していた｡また､Ｎ末
端側に膜アンカー領域が存在していた｡他の脱窒菌とのアミノ酸配列の比較によりHis65および
Metll5がそのへムcの軸配位子であると結論した｡NorB(52.3kDa,451アミノ酸残基)は12個の
膜貫通へ'ノックスを持ち､ParacoccusdenitrifYcanSシトクロームオキシダーゼのサブユニットIと約
20％の相同性を持つ｡NorCおよびNorBの細胞内膜上のトポロジーを予想したところ､２つのヘム
bとヘムcの軸配位子､非へム鉄の配位子はすぺてぺリプラズム側に存在した｡シトクロームオキシ
ダーゼのサブユニットIと接触する他のサブユニットの膜貫通領域との相同性より､NorCのアンカー
領域はサブユニット11のTMIの位置に存在すると推定された｡さらにHis53とHis328は低スピンヘ
ムbの軸配位子であり､His326は活性中心である高スピンヘムbの軸配位子であると推定された。
非ヘム鉄の結合部位はHisl86His237,His238そしておそらくGlu259がであると考えられた(図2)。
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提唱されているシトクロームオキ
シダーゼのプロトン移送経路のな
かでも､ベクトリアルプロトンが活
性中心に向かう経路に対する経路
は､５０％以上保存されており､ＮＯ
リダクターゼのプロトン供給ルート
になっていると推定した。norQの
下流に､ＮＯリダクターゼの第三の
サブユニットの可能性があるnorE
および脱窒菌ではまだ存在の確
認されていない亜硝酸トランスポー
ターｎａＩＫの一部配列を見いだし
た。
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学位論文審査結果の要旨
本論分の審査については，まず，提出論文を各審査員が予備審査を行い，かつ申請者と質疑応答し
た結果ならびに口頭発表（平成１０年１月２８日）の内容を踏まえて，口頭発表後の論文審査委員会にお
いて以下の通り判定した。
本研究は脱窒菌Ｐａﾉ可acoccusha/ode､/耐加ansから一酸化窒素（ＮＯ）還元酵素を単離して，キャ
ラクタライズするとともに，その構造遺伝子から，－次構造を決定し，分子進化論的見地から，高次
構造と機能を検討したものである。
ＮＯリダクターゼはコンプレックス構造をとった極めて不安定な膜タンパク質であり，基質が酸素
に敏感な気体であるため，研究が困難を極めているが，まず，研究に最適な菌体と膜タンパクを可溶
化するための界面活性剤が検討された。次いで，酵素精製法と酵素活`性測定法が確立され，吸収，磁
気円偏光二色性，電子スピン共鳴スペクトルなどによる検討によって，活性中心を構成する４つの金
属中心が同定された。また，それらの電子状態が明らかにされた。次の段階として，２つのサブユニッ
トをコードする構造遺伝子から一次構造が決定され，３つのヘムと非ヘム鉄の配位グループが明らか
にされた。さらに，高次構造モデルが構築され，シトクロムオキシダーゼの構造と比較検討された。
以上の研究成果は，環境科学，生命科学などの観点から極めて重要であるにもかかわらず研究のほ
とんど進んでいないＮＯの酵素的還元反応の解明に寄与するものであり，さらに，如何にしてＮＯ還
元酵素から末端酸化酵素へと分子進化が行われたかを理解するヒントを与えている。よって，本論文
は博士（理学）論文に値するものと判定した。
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